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Resumen

Se desarrollé un simulador gastrico el cual permite llevar a cabo el analisis de desintegracién quimica de
alimentos y productos nutricionales, asi como el analisis de disolucion de farmacos en condiciones muy
similares a las encontradas en el proceso gastrico humano en la region distal. EI simulador gastrico distal in vitro
se fabricd mediante manufactura aditiva. Consta de membranas blandas que permite simular las paredes gastricas
que permiten generar el movimiento de manera cercana al comportamiento fisiol6gico. Con el fin de evaluar la
capacidad de disolucién de farmacos en el simulador géastrico se empled prednisona, el cual es un estandar de
verificacion en pruebas de disolucién aprobado por la farmacopea de los Estados Unidos (USP). Los resultados
se compararon con uno de los dispositivos aprobados por la USP. Los resultados obtenidos permitieron llevar a
cabo el analisis de disolucion en condiciones mucho mas reales y cercanas al proceso humano en comparacién
con el dispositivo propuesto por la USP.
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Abstract

A gastric simulator was developed which allows carrying out the analysis of chemical disintegration of foods
and nutritional products, as well as the analysis of drug dissolution under conditions very similar to those found
in the human gastric process in the distal region. The in vitro distal gastric simulator was fabricated by means of
additive manufacture. It consists of soft membranes that simulate the gastric walls that allow movement to be
generated in a way that is close to the physiological behavior. In order to evaluate the dissolution capacity of
drugs in the gastric simulator, prednisone was used, which is a verification standard in dissolution tests approved
by the United States Pharmacopeia (USP). The results were compared to one of the USP approved devices. The
results obtained allowed the dissolution analysis to be carried out in conditions that were much more realistic and
closer to the human process compared to the device proposed by USP.

Keywords: peristalsis; gastric simulator; dissolution; US pharmacopeia.
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1. Introduccioén

Con el fin de determinar la eficacia y seguridad de un
producto farmacéutico es necesario llevar a cabo
pruebas de medicién de la tasa o porcentaje de
disolucién. La farmacopea de los Estados Unidos de
América (USP por sus siglas en inglés) ha
desarrollado siete aparatos estandarizados, entre los
cuales se encuentra el de paletas (USP 2). Sin
embargo, estos aparatos y métodos presentan algunos
inconvenientes, como la posicion de la zona de
muestreo, la ubicacién del farmaco en el recipiente y
las condiciones ambientales, entre otras. Por otro lado,
la disolucién de productos farmacéuticos empleando
dichos aparatos se lleva a cabo en tanques con
agitacion continua, lo cual dista mucho del mezclado
gastrico que se produce en el cuerpo humano. Por tal
motivo, se desarrollé un modelo gastrico in vitro que
permite, entre otros experimentos, llevar a cabo
pruebas de disolucion de farmacos en condiciones
muy similares al proceso de digestion géstrica [1].

El simulador géstrico distal in vitro consta de un par
de cdmaras que simulan la regién distal del estomago
humano que comprende la regién anatémica del antro
y del piloro, la cuales se fabricaron en resina de
poliuretano trasparente, en el interior de cada camara
se colocd una membrana flexible de silicon con
apariencia traslucida fabricada con Ecoflex® 00-30,
esta caracteristica permite visualizar el proceso de
mezclado gastrico. El movimiento peristéltico se logra
por medio de la presurizacion alterna de las
membranas blandas, lo cual se logra gracias al
suministro de agua a 37 °C al interior de las camaras
mediante un par de cdmaras que transforman la
presion neumatica en presion hidraulica. Esto permite
replicar el flujo peristaltico con el objetivo de
reproducir las fases de propulsion y retropulsion
presentes en el proceso de digestion gastrica en la
region distal. Con el fin de registrar los valores de
amplitud y presion, asi como la onda de presion de la
actividad contractil se emple6 un catéter de
manometria esofégico [2,3].

El objetivo de este trabajo es evaluar la capacidad de
disolucién de farmacos en un simulador gastrico
utilizando un estandar de verificacién aprobado por la
USP, y comparar los resultados con uno de los
dispositivos aprobados por dicho organismo, el cual
opera en condiciones mecanicas muy distintas al
comportamiento humano.

2. Materiales y métodos
2.1. Dispositivos

El simulador gastrico distal in vitro (IV-DGS) (Figura
1), es un modelo fabricado mediante manufactura
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aditiva que simula la regién distal del estomago
humano, y estd conformado por dos camaras huecas
fabricadas por el proceso de colada al vacio de resina
de poliuretano [1]. Al interior de cada camara se
colocd una membrana blanda fabricada con caucho de
silicona Ecoflex® 00-30 (Smooth-On, Easton, PA)
para simular las paredes gastricas. Al exterior de las
membranas se circuld agua a 37 + 0.5 °C. En cada
cavidad se acopl6 una cdmara hidroneumatica (Figura
la) para transformar la presion neumatica en presion
hidraulica para realizar la presurizacion alterna y con
ello replicar las ondas de contraccién gastrica y
emular los flujos gastricos de propulsion vy
retropulsién que se presentan durante la digestion
fisiologica. Por medio de un sistema de control, se
ajusta la amplitud de presion de estos flujos para
trabajar dentro de los rangos fisioldgicos, entre 20 -
30 mm Hg [4,5]. Mediante un catéter de manometria
esofagica se midi6 la presion al interior de las
membranas blandas. Finalmente, se ajusté la
frecuencia de contracciébn para realizar 3
contracciones por minuto.

Por otro lado, se fabricd uno de los dispositivos de
pruebas de disolucion con las medidas especificadas
por la Farmacopea de los Estados Unidos, apartado
711 [USP, 711], el cual consta de un recipiente
cilindrico de vidrio con fondo semiesférico, y una
capacidad nominal de 1 L (200 mm de altura y 100
mm de diametro interno). ElI modelo conté con una
chaqueta para mantener la temperatura en el interior
del vaso a 37+ 0.5 °C. El elemento de agitacion se
compuso de un aspa y un eje fabricado en acero
inoxidable 316L, con las medidas establecidas en el
apartado 711, el cual fue accionado por un motor
acoplado en la parte superior (Figura 2). El sistema se
montd sobre una mesa Optica aislada de vibraciones
mediante suspension neumatica.

Ademés, se llevd a cabo la calibracion mecénica del
dispositivo USP 2, como lo indica el manual de
procedimiento para la calibracion Mecénica y Prueba
de Verificacion de Desempefio para los Aparatos 1y
2, el cual incluye la evaluacion de la instalacion del
aparato, su operacion y desempefio, utilizando
diferentes instrumentos de medicidn para verificar el
cumplimiento de los requisitos de los componentes,
como la paleta y vaso. Durante de calibracion se
evaluaron los siguientes aspectos: nivelacion de la
mesa de trabajo y base del aparato, dimensiones de
paleta y vaso, alineaciones del eje, vaso y centrado,
oscilacién del eje, velocidad de rotacion vy
temperatura, todos los pardmetros medidos fueron
comparados con los criterios de aceptacion
establecidos por la USP para garantizar el correcto
funcionamiento y desempefio del aparato de
disolucion.
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Figura 2. Dispositivo aprobado por la USP (USP 2).

2.2. Condiciones de operacion

La definicién de los parametros del simulador 1V-
DGS se establecieron de acuerdo con los pardmetros
de digestion de una persona sana en estado de
alimentacion. Para ello, se ajustd la amplitud de
presién en un rango entre 16 y 25 mm Hg, la
frecuencia de contracciones fue de 3 contracciones
por minuto, y la temperatura de 37 °C. En casa ensayo
se usaron 150.0 mL de agua desgasificada por
ebullicion, como medio de disolucion. El estandar de
disolucion, una tableta de prednisona de 5 mg se
dosifico en la parte superior del modelo, y la duracion
del experimento fue de 30 minutos.

Al finalizar la prueba se extrajeron 20 mL del medio
del medio de disolucién en la parte inferior del
simulador, los cuales se desecharon, e inmediatamente
se tomo6 una alicuota de 30 mL. La muestra se pasé a
través de un filtro de jeringa (tipo PVDF de 0.45 pm),
desechando los primeros 5 mL de filtrado y el resto se
transfirieron a un tubo de ensayo para su posterior
andlisis.

En lo que respecta a las condiciones del dispositivo
USP 2, se mantuvo una velocidad de agitacion
constante de 50 rpm = 1 rpm, en donde el elemento de
agitacion entre la parte inferior de la superficie interna
del recipiente y la parte inferior del elemento de



agitacion se mantuvo a una distancia de 25 + 2 mm.
La temperatura se mantuvo en 37 °C £ 0.5 °C usando
500.0 mL de agua destilada y desgasificada. La
tableta de prednisona se suministré por la parte
superior en el centro del recipiente. La prueba inici6
cuando la tableta tocé el fondo del recipiente. El
tiempo de duracion de cada experimento fue de 30
minutos. Vale la pena mencionar que la USP
recomienda realizar estas pruebas por sextuplicado de
manera simultanea. Sin embargo, en el presente
trabajo solo se realizd una prueba con fines de
comparacion.

2.3. Analisis de las muestras

La concentracion de prednisona en las muestras se
determin6 mediante cromatografia de liquidos de alta
eficiencia acoplada a espectrometria de masas
(HPLC-MS/MS, por sus siglas en inglés). Para ello, se
utilizé un cromatografo de liquidos (Infinity 1200
Agilent Technologies), equipado con una columna
Zorbax Eclipse SB C18 (150 mm x 4,6 mmy 5 um de
espesor de fase estacionaria). La fase mdvil fue una
mezcla 60:40 compuesta por acetonitrilo con &cido
formico al 0,1 % (v/v). El flujo de la fase movil se
mantuvo en 0,6 mL/min en modo isocratico durante
los 6.0 minutos del andlisis. EI volumen de inyeccion
fue de 5 L. La deteccion se llevd a cabo mediante un
espectrometro de masas con triple cuadrupolo
(Agilent Technologies 6400, modelo 6420), con
ionizacion de electrospray en modo positivo (ESI+),
utilizando N2 como gas de secado (300 °C y con un
flujo de 12 L/min). El voltaje del capilar se fijo en
4000 V y la presién del nebulizador fue de 15 psi. La
identificacion de prednisona se realizé en el modo de
adquisicion MRM (Monitoreo de Reaccién Mdltiple),
tomando el i6n m/z = 359.2 [M-H]* como precursor,
en tanto que los iones m/z = 341.3 y m/z = 313.4
fueron los iones producto. El voltaje de fragmentacion
se fij6 en 110 V, mientras que la energia de colisién
fue de 3 eV, y el voltaje de la celda de aceleracion fue
de 5.

La validacion del método analitico se realizd
conforme a los criterios de aceptacion recomendados
por los capitulos 1225 y 1092 de la USP, titulados
“Validacion de Procedimiento Farmacopéicos” y
"Procedimiento de disolucion:  Desarrollo vy
validacion", respectivamente.

Al finalizar la prueba de disolucién de prednisona en
el dispositivo 2 de la USP se espera una concentracion
de 20 mg/L y 66.66 mg/L para el modelo IV-DGS.

Para la cuantificaciéon, se utilizd6 una curva de
calibracion en el intervalo de concentracion de 1.0 a
20.0 mg/L. Para la determinacion de prednisona en las
muestras provenientes del aparato USP 2, se prepard
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una dilucion 1:2 de la muestra, en tanto que para las
muestras provenientes del sistema 1V-DGS se prepard
una dilucién 1:5, buscando que las muestras se
encuentren dentro del intervalo lineal del método
analitico.

Tras obtener el area bajo la curva, mediante regresién
lineal se determin6 la concentracion de prednisona
disuelta, asi como el porcentaje de disolucion, la
media geométrica y la desviacion estandar relativa de
los seis experimentos de cada modelo.

3. Resultados
3.1. Validacion del método HPLC-MS/MS

Para determinar el intervalo lineal y el intervalo de
trabajo se midieron, por triplicado, 13 niveles de
concentracion de una solucion estandar de prednisona
en agua desgasificada. La medicién se realizdé en un
rango de concentracion de 0.10 a 20.0 mg/L. Se
grafico el é&rea bajo la curva en funcion de la
concentracion, y al realizar la inspeccion visual del
grafico se determindé como intervalo de trabajo al
comprendido entre 1.0 y 20 mg/L (Figura 3), pues en
este rango se observé un comportamiento lineal. En la
Figura 4 se muestra el grafico de residuales para el
intervalo de trabajo, los datos se distribuyeron entre
valores negativos y positivos de manera aleatoria,
indicando que el modelo lineal es el adecuado para
describir la tendencia de los datos en el intervalo de
trabajo.

Adicionalmente, se obtuvo el valor de la pendiente y
la ordenada al origen de la funcién lineal, asi como el
error asociado (considerando el estadistico t-Student
al 95 % de confianza con n - 2 grados de libertad,
Ecuacién 1), y el coeficiente de correlacion. Este
altimo se determind como 0.9971, lo que cumple con
el criterio de aceptacion de la USP (r? > 0.98).

Area (ud) = 11450.75 + 48.63 (“A-L) C. (@) +

mg L

14198.29°F £ 579.30 (ud) Q)

Ademas, se verifico que la ordenada al origen fuera
estadisticamente diferente de cero, mediante una
prueba t-Student (Ecuacién 2) a una cola, donde n es
el nimero de puntos de la curva de calibracion, x es el
valor de la ordenada al origen y s es la desviacion
estandar, al 95 % de confianza con n - 2 grados de
libertad. La hipétesis nula fue rechazada, toda vez que
to =50.49 >t = 1.71.
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Figura 3. Area en funcion de la concentracion de prednisona en el intervalo de
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Figura 4. Gréfica de residuales del intervalo de trabajo para el intervalo de
concentraciones de 1 a 20.0 mg/L.

La precision del método analitico se evalué en
términos de repetibilidad y reproducibilidad dentro
del laboratorio en dias diferentes de anélisis. Se
midieron por triplicado y de manera independiente
tres niveles del intervalo de trabajo (inferior, medio y
superior), determinando el porcentaje de recuperacion
para cada medicion, asi como su desviacion estandar
relativa (DER) para ambos dias individualmente
(repetibilidad) y considerando las 18 mediciones
(reproducibilidad). Los resultados se muestran en la
Tabla 1.

El apartado 1092 de la USP establece como criterio de
aceptacion que la DER debe ser menor al 2 %, criterio
que se cumple para todos los casos. Por otro lado, el
porcentaje de recuperacién debe estar dentro del
intervalo de 80 a 110 %, requisito que también
cumplen los datos presentados. Con base en los
resultados presentados se concluye que el método

analitico es preciso en términos de repetibilidad y
reproducibilidad.

Siguiendo lo establecido por la USP, con el fin de
determinar la exactitud del método se grafico la
concentracion real de prednisona en funciéon de la
concentracion esperada a lo largo de todo el intervalo
de trabajo (Figura 5). Mediante regresion lineal se
obtuvo el valor de la pendiente y su intervalo de
confianza, el cual debe incluir el valor de la unidad
para establecer que el método es exacto. El intervalo
de trabajo para la pendiente de la Figura 5 se obtuvo
considerando el error asociado, con una t-Student al
95 % de confianza y con n-2 grados de libertad. El
resultado obtenido fue 1.000 + 0.004, lo que cumple
con lo establecido en la guia 1225, por lo que el
método analitico es exacto en el intervalo de 1.0 a
20.0 mg/L.
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Tabla 1. Resultados de precision y repetibilidad del método HPLC-MS/MS

Concentracion | Concentracién Recobro Promedio
Analista | Dia | adicionada recuperada %) por dia S DER (%)
(mg/L) (mg/L) (%)
1.00 99.5 1.1
1.00 0.99 98.7
0.99 99.1
9.89 98.8
1 10.00 9.88 98.7 99.4 0.6470 | 0.7
9.91 99.0
20.02 100.0
20.01 20.10 100.5
1 20.00 99.9
0.99 98.5
1.00 0.97 97.4
0.98 98.3
9.91 99.1 99.2
2 10.00 9.80 98.0 ' 1.5034 | 1.5
9.86 98.5
20.40 102.0
20.01 20.17 100.8
20.08 100.4
25 -
20 v =x 8
) R® = 0.9971 =
g5 § O
m
310 - -
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a-".-.“
0 ol ; ; ; : ;
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0

CEatimada (Mg/L)

Figura 5. Gréfica de la curva de calibracion por triplicado para el intervalo de concentraciones de 1 a 20.0 mg/L.

La especificidad, definida como la capacidad del  tomada del dispositivo USP 2, con una concentracion
método analitico para evaluar de manera inequivoca  aproximada de 1.0 mg/L de prednisona (Figura 7). La
el analito en presencia de los componentes de la  selectividad que proporciona el espectrometro de
matriz, se determind mediante la comparacion del  masas permiti6 identificar al analito de manera
cromatograma del medio de disolucion (Figura 6) vis-  inequivoca en el medio de disolucién.

a-vis un cromatograma obtenido de una muestra
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Figura 7. Cromatograma de una muestra tomada del dispositivo USP 2 de a 1.0 mg/L de prednisona.

3.2. Disolucion con el dispositivo USP 2

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos de
porcentaje de masa disuelta para cada tableta de
prednisona ER (USP: 1222818, lote F161YO0),
empleando el equipo USP 2. El 54.8 % de la masa del
farmaco fue disuelto, con una DER de 2.4 %. El
certificado de calibracion de las tabletas establece

Tabla 2. Resultados de prueba de verificacién de
rendimiento de la disolucion para el aparato 2 de la

que, el porcentaje promedio de prednisona disuelta
debe estar dentro del intervalo de 46 — 59 %, con una
DER del 6.2 %, para la prueba de una sola etapa, la
cual consiste en seis experimentos. Con los resultados
obtenidos se cumple con los criterios de aceptacion y
en consecuencia con la prueba PVT para el equipo
USP 2.

USP, con tabletas calibradoras de 10 mg de
prednisona ER.

Prueba | Masa Prednisona Media geométrica Masa Masa disuelta

PVT ()] disuelta en prednisona disuelta promedio | S (g) DER (%)
medio (%) | (%) (9)

1 5.65 56.4

2 5.38 53.8

3 5.48 54.8

4 5 64 56.4 54.8 5.48 0.13 2.4

5 5.38 53.8

6 5.36 53.6

3.3. Disolucion con el simulador IV-DGS

De manera andloga a la validacién del aparato USP 2
se llevaron a cabo las pruebas de disolucién en el

equipo IV-DGS. En la Tabla 3 se muestran los
resultados de los seis experimentos realizados con las
tabletas de prednisona ER (USP: 1222818, lote
F161Y0), en las cuales se obtuvo un porcentaje



disolucion promedio de 57.8 %, con un una DER de
5.5 %. Con ello se cumple el criterio de aceptacion
especificado en el certificado del estandar.

El modelo IV-DGS obtuvo resultados comparables a
los obtenidos con el equipo USP 2, a pesar de que el
modelo IV-DGS no cuenta una metodologia
estandarizada. No obstante, este comportamiento
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podria indicar la importancia de los flujos gastricos de
propulsién y retropulsion tanto en la disolucién como
en la desintegracion de los alimentos, lo que sugiere
que el modelo IV-DGS podria ser una herramienta
alternativa viable para realizar estudios de digestion
simulada.

Tabla 3 Resultados de prueba de verificacion de rendimiento de la disolucion para el simulador 1V-DGS de la
USP, con tabletas calibradoras de 10 mg de prednisona ER.

Prueba | Masa Prednisona Media geométrica Masa Masa disuelta

PVT (9) disuelta en prednisona disuelta promedio S(9) DER (%)
medio (%) | (%) (@)

1 5.62 56.2

2 5.40 54.0

3 5.78 57.8

4 554 554 57.8 5.8 0.31 5.5

5 6.13 61.3

6 6.18 61.8

Conclusiones

Se llevd a cabo el analisis de disolucion de farmacos
en un simulador géstrico distal in vitro. Para ello, se
utilizo prednisona como estandar de verificacion y los
resultados obtenidos fueron comparados con uno de
los dispositivos aprobados por la Farmacopea de los
Estados Unidos. Los resultados con el simulador
gastrico arrojaron una desviacion estandar y una
desviacion estandar relativa mayores comparados con
los obtenidos con el dispositivo de la USP; sin
embargo, las condiciones de operacion empleadas en
el simulador son maés reales y cercanas a las de un
estdmago humano. Los dispositivos empleados por la
USP generan flujo de agitacién, lo que dista mucho
del mezclado gastrico en el ser humano. El simulador
gastrico empleado en este trabajo podria ser
considerado en el futuro como una nueva alternativa
para el anélisis de disolucion de medicamentos en el
estdbmago.
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